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Tumorstamceller i gliomer

- et mal for fremtidig behandling?
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Den seneste forskning har vist, at cancerinitierende celler eller
tumorstamceller, som har veret kendt inden for leukeemi
siden 1990’erne, ligeledes findes i hjernetumorer, mamma-,
colon- og pancreascancer. Trods forbedringer i behandlingen
af glioblastom, der er den hyppigste primzre hjernetumor, er
medianoverlevelsen kun pa 14,6 maneder. Den dérlige prog-
nose kunne skyldes tumorstameceller, idet det ser ud til, at
tumorstamcellerne er ansvarlige for den darlige effeket af
strale- og kemoterapi hos glioblastompatienter.

En tumorstamcelle defineres som en tumorcelle, der 1) har
et uendeligt proliferationspotentiale, 2) er i stand til at forny
sig selv og 3) samtidig kan give ophav til mere differentierede
tumorceller (Figur 1). Kapaciteten til bide at danne kopier af
sig selv og danne mere differentierede celler beror pa evnen
til hhv. symmetrisk og asymmetrisk celledeling. Ud over de
her navnte egenskaber, som er fzlles for normale stamceller
og tumorstamceller, har begge celletyper oget aktivering af
antiapoptosekaskader og oget membrantransportaktivitet.
Desuden er begge celletyper i stand til at migrere. Tumor-
stamceller giver anledning til tumordannelse, hvorimod nor-
male stamceller fungerer som et reparationssystem i kroppen
ved at opretholde det nedvendige antal specialiserede celler.

Tumorgenese

Indtil for nylig har der vaeret enighed om, at gliomer opstod
fra astrocytter, oligodendrocytter eller ependymceller, og de
er blevet klassificeret efter deres histologiske karakteristika i
overensstemmelse med WHOs kliniske retningslinjer. Ny
forskning tyder imidlertid p4, at gliaceller og neurale stamcel-

ler er lige gode kandidater til celletyper, hvor tumorgenesen
kan finde sted, hvilket henger godt sammen med fundet af
tumorstamceller. Mutationer i en normal stamcelle, en pro-
genitorcelle eller en mere moden gliacelle med efterfolgende
dedifferentiering er mulige forklaringer pa, hvordan tumor-
stamceller opstar (Figur 1).

Hjernetumorstamceller,

der er isoleret med anti-CD133-antistof

Singh et al brugte som de forste plasmamembranproteinet
CD133 (prominin-1) il at isolere hjernetumorstamceller fra
medulloblastomer, pilocytiske astrocytomer og glioblastomer
vha. fluorescensaktiveret cellesortering. Intracerebral injek-
tion af blot 100 CD133- positive tumorceller i immundefi-
ciente mus var nok til at initiere tumorer med den oprindelige
feenotype. Endvidere var det muligt igen at isolere CD133-
positive celler fra disse tumorer og gentage forseget. Injektion
af op til 10° CD133-negative celler gav derimod ikke anled-
ning til tumordannelse. Tumorstamcellernes evne til at forny
sig selv in vitro var mere udtalt for hejgradstumorer end for
lavgradstumorer, hvorimod fraktionen af tumorstamceller
varierede blandt histologisk identiske tumorer [1, 2].

To funktionelle grupper af CD133-positive celler

Ny forskning inden for hjernetumorer [2] og lungecancer [3]
tyder pa, at der findes to funktionelle grupper af CD133-posi-
tive celler: en med cancerinitierende potentiale, og en med
angiogenetisk potentiale. Der var sdledes en signifikant
stigning i antallet af CD133- positive endotelprogenitorer i
vavssnit fra smacellet lungecancer sammenlignet med raske
kontroller, hvilket kunne tyde pa, at CD133- positive endotel-
progenitorer spiller en rolle for angiogenesen hos disse
patienter [3]. Vi har immunhistokemisk pavist CD133- posi-
tive endotelceller bade i hjernens normale kar og i gliomkar.
I in vitro- forseg er det blevet vist, at CD133- positive gliobla-
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Figur 1. Tumorstamcelleparadigmet. Ved dannelsen
af nerve- og gliaceller i den normale hjerne er de
neurale stamceller gverst i hierarkiet af celler. Hypo-
tesen i tumorstamcelleparadigmet er, at et lignende
hierarki findes for tumorceller, hvor kun en lille sub-
population af tumorceller — tumorstamceller — kan
initiere en tumor. Tumorstamceller besidder egen-
skaben til hhv. symmetrisk og asymmetrisk cellede-
ling. Ved symmetrisk deling dannes der to tumor-
stamceller, og ved asymmetrisk deling dannes der en
tumorstamcelle og en tumorprogenitorcelle. Tumor-
progenitorceller deler sig og uddifferentierer til tu-
morceller. Der er ikke p& nuveerende tidspunkt klar-
hed over, hvorledes tumorstamceller opstar. Mulige
forklaringer kan veere, at der sker mutationer i en
normal stamcelle, progenitorcelle eller en mere mo-
den gliacelle med efterfglgende dedifferentiering.
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stomceller secernerer et eget niveau af vascular endothelial
growth factor, som spiller en afgerende rolle i angiogenesen [4].
Omvendt secernerer endotelceller faktorer, som opretholder
den niche, som tumorstamcellerne er lokaliseret i, hvilket
tyder pa et tet samspil mellem tumorstamceller og angio-
genese i glioblastomer [5].

Selv om CD133 har spillet en afgerende rolle i opdagelsen
af tumorstamceller i hjernetumorer, er der resultater, der tyder
pé, at der ligeledes findes CD133- negative tumorstamceller.
Forseg med implantation af CD133- negative celler fra
humane glioblastomer i hjernen pa immundeficiente rotter
resulterede saledes i dannelse af tumorer, som bl.a. bestod af
CD133-positive celler. Andre resultater har vist, at fire af 15
undersogte primere glioblastomer blev opretholdt af tumor-
stamcellelignende CD133-negative celler, som ved injektion i
mus lige s3 ofte resulterede i tumordannelse som CD133-posi-
tive celler. Disse CD133-negative tumorceller havde stam-
cellekarakteristika, men en anderledes molekylarbiologisk
profil og andre vakstkarakteristika end de CD133- positive
tumorstamceller [6]. Derudover er det blevet vist, at ikke alle
CD133-positive celler er cancerinitierende, idet et studie
fandt, at den gennemsnitlige frekvens af cancerinitierende
celler blandt CD133- positive coloncancerceller var 1/262.
Disse modstridende resultater rejser spergsmalet om, hvilken
renhed der opnas ved cellesortering i de enkelte studier, idet
en hoj grad af renhed er en forudsztning for at kunne under-
soge de forskellige egenskaber for CD133- positive versus
CD133-negative celler. Derudover var sammensztningen af
dyrkningsmediet forskellig i de beskrevne studier, og dette er
af afgerende betydning, idet tumorstamcellerne er athaengige
af tilstedevarelsen af visse vaekstfaktorer og fraveeret af andre
for at forblive tumorstamceller og undga uddifferentiering. En
genekspressionsanalyse af hjernetumorer viste, at tumorerne
udtrykte mange gener, som er karakteristiske for neurale og
andre stamceller - bl.a. CD133, SOX2, Musashi-1 og bmi-1 -
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dog med variation fra tumor til tumor [7]. Samlet set taler
ovennzvnte resultater for, at der ud over CD133- positive
hjernetumorstamceller ogsé findes undergrupper af CD133-
negative hjernetumorstamceller.

Hvor i gliomer er CD133-positive celler lokaliseret?

Vi har undersogt den immunhistokemiske ekspression af
CD133 i 114 gliomer og fundet, at CD133 er udtryke i nicher,
hvoraf mange er perivaskulere, samt i enkeltliggende tumor-
celler og blodkar (Figur 2). Det stemmer godt overens med de
immunhistokemiske resultater fra et xenograftmateriale af
humane glioblastomer implanteret i musehjerner [1], hvor det
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Figur 2. CD133-immunhistokemisk farvning af gliomer. Immunhistokemisk farv-
ning med et antistof mod tumorstamcellemarkgren CD133 viste, at bade diffuse
og anaplastiske astrocytomer samt glioblastomer havde CD133-positive nicher.
De viste billeder er fra et glioblastom, hvor der bade var store (A) og sma nicher
(B). Det var tydeligt, at mange af nicherne var perivaskulere (B). Ogsa enkeltlig-
gende CD133-positive tumorceller (C, pile) og CD133-positive blodkar (A, D,
pile) blev fundet sével i glioblastomer som i diffuse og anaplastiske astrocyto-
mer. Der var en stor variation imellem gliomer af samme grad sével som et hete-
rogent mgnster i den enkelte biopsi. Malestok = 100 mikrometer (A), 25 mikro-
meter (B-C) 50 mikrometer (D).
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En tumorstamcelle defineres som en tumorcelle, der har:
1. Uendeligt proliferationspotentiale, men ofte er i dvale.
2. Evnen til at forny sig selv.

3. Evnen til bade symmetrisk og asymmetrisk celledeling.

ligeledes er blevet foreslaet, at tumorstamceller er lokaliseret i
nicher. En niche er i denne sammenhzng defineret som et af-
grenset og specialiseret mikromilje, hvis funktion er at op-
retholde stamcellehomgostase. I den normale hjerne findes
neurale stamceller i perivaskuleere nicher med teet kommuni-
kation mellem blodkar og niche, og dette menster synes sa-
ledes ogsa at findes i hjernetumorer.

Alle hidtil publicerede studier viser, at forekomsten af
tumorstamceller i astrocytaere tumorer er heterogen. I flow-
cytometriske studier er det angivet, at andelen af CD133-
positive tumorstamceller i glioblastomer ligger mellem 2,9%
0g 29%. I vores immunhistokemiske undersogelse fandt vi en
middelarealfraktion af CD133- positive tumorceller i glio-
blastomer pa 2,2%.

Er tumorstamceller i gliomer resistente
over for strale- og kemoterapi?
En reekke nye studier stotter hypotesen om, at tumorstamcel-
ler i gliomer er arsagen til den udtalte resistens over for strale-
og kemoterapi. Ved bestraling af CD133- positive og CD133-
negative glioblastomceller, som efterfolgende blev dyrket
in vitro overlevede forholdsvis flere CD133- positive end
CD133-negative tumorceller. Resultaterne viste samtidig, at
en specifik hemmer af checkpoint-kinaserne Chk1 eller
Chk2 kunne nedsztte overlevelsen af CD133- positive tumor-
celler, hvilket tyder pd, at tumostamcellernes resistens over for
stralebehandling kan modvirkes ved at sigte efter de kontrol-
systemer, som udbedrer skader i DNAet [8]. In vitro-under-
sogelse af CD133- positive tumorcellers kemoresistens har vist,
at CD133- positive celler er signifikant mere resistente over for
kemoterapeutika som f.eks. Temozolomid, Carboplatin, Taxol
og Etoposide end CD133- negative celler. Dette kunne skyl-
des, at CD133-positive celler udtrykte hoje niveauer af anti-
apoptosefaktorer og faktorer, der var involveret i selvforny-
else. Disse faktorer var ikke udtrykt i CD133- negative celler
[9]. Senest har et genekspressionsstudie med vev fra 73 glio-
blastomer vist, at blandt patienter, der blev behandlet med
straleterapi og Temodal, levede patienter med en bestemt
stamcelleprofil kortere end patienter uden denne profil.

De eksperimentelle forsog pa at malrette behandlingen
mod tumorstamceller ser lovende ud. In vitro-forseg med
afprevning af det cytotoksiske stof monomethyl auristatin F
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(veMMATF) koblet til CD133- antistoffet har vist, at vaeksten af
den humane cancercellelinie Hep3B (hepatom) kunne hem-
mes, formentlig via en selektiv toksisk effekt pd CD133- po-
sitive tumorceller. Tilsvarende viste forsog med subkutane
Hep3B-tumorer i immundeficiente mus, at intraperitoneale
injektioner med CD133-vceMMAF medforte nedsat vaekst af
tumorerne. Effekten af at blokere Notch-kaskaden med en
gammasecretaseinhibitor (GSI) er ogsd blevet undersogt. Efter
eksponering for GSI blev glioblastomceller injiceret i immun-
deficiente mus, hvilket ikke resulterede i tumordannelse,
hvorimod injektion af kontrolceller altid resulterede i tumor-
dannelse. Disse resultater tyder pd, at en blokering af Notch-
kaskaden rammer tumorstamcellerne og derved heemmer
tumorvaksten. I et fase II-studie med 32 recidiverede grad I1I-
IV-gliomer blev der anvendt en kombination af angiogenese-
hzmmeren bevacizumab og topoisomerase 1-hemmeren
irinotecan, hvilket resulterede i signifikant antitumoraktivitet
[10]. In vitro- forseg tyder pa, at denne effekt kunne skyldes, at
bevacizumab forstyrrer samspillet mellem tumorstamceller og
blodkar ved at forhindre VEGFs virkning pa blodkarrene [5].

Samlet set tyder de nyeste forskningsresultater pa, at
tumorstamceller i gliomer kunne spille en afgerende rolle i
resistensen over for den konventionelle behandling og siledes
vere en kilde til recidiv. Samtidig er de forste forseg med nye
eksperimentelle behandlinger i gang. De forelebige resultater
tyder p4, at behandlingen kan malrettes mod tumorstamcel-
lerne, og de nzste ar vil vise, hvorvidt disse nye behandlings-
strategier kan komme til at spille en rolle i behandlingen af
patienter med glioblastomer.
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